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RESUMO

Neste trabalho, é descrito o desenvolvimento de uma plataforma
nanoestruturada simples e eficiente & base de nanotubos de carbono de paredes
multiplas (do inglés, MWCNT) funcionalizados com &cido ferulico (AF) no intuito de
desenvolver um sensor analitico a base de NADH. A poli-AF, foi eletrogeradain situ
sobre o MWCNT depositado em carbono vitreo, gerando, o par redox
quinona/hidroquinona, E° = 0,244vs. Ag/AgCl. As técnicas empregadas para a
realizacdo deste trabalho foram voltametria ciclica e cronoamperometria, as quais
foram utilizadas para estudar o comportamento eletroquimico dos eletrodos
modificados, obtencdo dos parametros cinéticos e caracterizacdo analitica da
plataforma. Os estudos cronoamperométricos foram também realizados com o
objetivo de se obter maiores informagdes sobre os processos de oxidacdo entre a
NADH e a plataforma funcionalizada. Assim, por meio de graficos e equacdes de
Cottrell foi possivel obter os valores aparentes para o coeficiente de difusdo (Dnapn)
e constante catalitica da reacdo (xca) para a NADH. Os valores do Dyapn € de cat,
determinados para a NADH, foram de 4,49 x 10°® cm? s*, 5,57 x 10° mol’L s¥,
respectivamente. O aumento na velocidade de reacédo para o NADH foi atribuido a
eficiente transferéncia de elétrons entre esta espécie responsavel pelo par redox
(quinona/hidroquinona), eletrogerado in situ. O sensor amperomeétrico apresentou
em relacdo ao NADH uma faixa linear de resposta abrangendo a faixa de 1,0 — 20,3
pmol L), limite de deteccéo (0,0927 umol L™), limite de quantificacdo (0,309 pmol L’
1, sensibilidade (0,29 pA L umol™), potencial de deteccéo (+0,200 V vs. Ag/AgCl),
tempo de resposta de deteccdo de 0,2 s. A partir do desempenho obtido, a
plataforma nanoestruturada fundamentadada em MWCNT e AF, justifica a utilizacao
deste sistema como um novo candidato a mediador redox, tornando-se um ambiente
excelente para a configuracdo de novos biossensores gue empregam enzimas
NADH dependentes.

Palavras-chave: Eletroquimica. Fisico-quimica. Acido Ferulico. Nanotubos de
Carbono. NicotinamidaAdeninaDinucleotideo.



ABSTRACT

In this paper, we describe the development of a simple and efficient nanostructured
platform based in multi-walled carbon nanotube (MWCNT) functionalized with ferulic
acid (FA) in order to develop an analytical sensor for NADH.The poly-AF was
electrogenerated in situ on the MWCNT deposited on glassy carbon, generating the
coupleredox quinone / hydroquinone, E° = 0.244 vs. Ag / AgCIl.The techniques used
for this study were cyclic voltammetry and chronoamperometry, which were used to
study the electrochemical behavior of modified electrode, kinetic parameters and
analytical characterization of the platform.The chronoamperometric studies were also
performed in order to obtain more information about the processes of oxidation of
NADH and functionalized platform.Thus, using graphs and equations of Cottrell was
possible to obtain values for the apparent diffusion coefficient (NADH) and constant
catalytic reaction k¢ to NADH.The values of Dnapn and kg determined were
4.49x10°cm?s™, 5.57x10° mol™'s™L, respectively.The increase in reaction rate for
NADH was attributed to efficient electron transfer between the species responsible
for the redox couple (quinone / hydroquinone), electrogenerated in situ.The
amperometric sensor in relation to NADH showed a linear range covering the range
1.0 to 20.3 pmol L™), limit of detection (0.0927 umolL™), limit of quantification
(0.309umol L™), sensitivity (0,29 pA L pmol™), detection potential (+0.200 V vs. Ag /
AgCl), response time of detection of 0.2s.From the performance achieved, the
platform on nanostructured MWCNT fundamentadada AF and justifies the use of this
system as a new candidate for a redox mediator, becoming it an excellent ambient
for the configuration of new biosensors that employ enzymes NADH dependent.

Keywords: Electrochemistry. Physical Chemistry.ferulic acid.
CarbonNanotubes.NicotinamideAdenineDinucleotide.
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20

1 INTRODUGAO

1.1 Eletroquimica

A eletroquimica, em termos simples, é a ciéncia das reacdes de transferéncia
de carga elétrica, que ocorrem sob a influéncia de um gradiente de potencial
eletroquimico. Frequentemente, esta separacdo de carga leva a transferéncia de
elétrons, a qual pode ocorrer homogeneamente em solugéo, ou heterogeneamente
na superficie de eletrodos. Sendo assim, os métodos eletroquimicos fazem uso da
medida de uma propriedade elétrica, isto € possivel, uma vez que muitas espécies
quimicas possuem a capacidade de sofrer reacdes de oxi-redugdao, quando em
contato com a superficie do eletrodo (BARD e FAULKNER, 2001; BRETT e BRETT,
2000).

1.2 Eletrodos quimicamente modificados

A expressado “Eletrodos quimicamente modificados (EQM)" foi utilizada por
Murray e colaboradores, na década de 70 e, a seguir, por Hubbard, Miller e seus
colaboradores (LANE e HUBBARD, 1973 e WATKINS et al.,, 1975). Os primeiros
trabalhos descreveram a preparacao de eletrodos com superficies modificadas. Até
entdo s6 eram utilizados eletrodos a partir de materiais ditos “inertes”, tais como

carbono, ouro, platina e mercurio.

A éarea de pesquisa em EQM divergiu nitidamente do tradicional campo de
adsorcao na superficie de eletrodos (MURRAY et al., 1984). A adsor¢cao de
substancias quimicas passou a ser intencional, com “imobilizagdo” de uma série de
substancias. Como consequéncia do processo, novas propriedades (quimica,

eletroquimica, Optica e outras) foram obtidas.

O objetivo principal desta modificacdo é pré-estabelecer e controlar a
natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solu¢do para alterar a reatividade e a

seletividade do sensor base, aumentando assim, o espectro de possibilidades para a
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obtencdo ndo somente de uma variacdo funcional, mas também de uma variagao
quimica dos eletrodos modificados (RUSLING et al., 1984).

1.3 Modificagao de eletrodos

A performance dos eletrodos ja foi limitada pela solugdo e o material com o
qual o eletrodo era feito, bem como pelo potencial aplicado a superficie do mesmo.
Tais inconvenientes vém sendo contornados a partir da modificacdo da superficie
eletrodica, bem como pela atual disponibilidade de materiais € novos materiais,

garantindo, portanto, sua viabilidade operacional.

Neste sentido, a modificacdo quimica da superficie pode fornecer maior
seletividade, ou seja, pode minimizar ou eliminar processos reacionais paralelos e
indesejaveis, diminuir o bloqueio de superficie por passivagao e melhorar a cinética

dos processos eletrocataliticos.

O primeiro exemplo de uma modificacdo deliberada da superficie eletrédica
foi o trabalho de Lane e Hubbard (LANE e HUBBARD, 1973). Estes pesquisadores
promoveram a adsorcdo de varias olefinas funcionalizadas na superficie de
eletrodos de platina, haja vista a propensdao de grupos alcenos de se
quimissorverem sobre este metal. Neste trabalho pioneiro foram feitas observacoes
importantes. Por exemplo, foi observada a capacidade do acido 3-alil-salicilico de se
coordenar seletivamente com o ferro, em fungdo do potencial aplicado. Este fato foi
a primeira indicagao da utilidade analitica de eletrodos quimicamente modificados,
pois demonstrou a capacidade de um grupo imobilizado complexar um ion metalico,
bem como a possibilidade de direcionamento da coordenacado por meio da escolha

do potencial aplicado.

J4, a incorporacao de nanoestruturas na superficie dos eletrodos iniciou-se
em 1990, quando se iniciou o uso de nanoparticulas de ouro. Essas estruturas foram
inicialmente usadas para aumentar o sinal eletroquimico devido a sua alta razéo
superficie/volume e, gradualmente o trabalho progrediu, com incorporagdo de

sistemas biologicos. Este aumento da area ativa permitiu a obtencdo de baixos
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limites de detec¢do e a analise em sistemas biolégicos, devido a alta seletividade
(ALKIREatal.,2009).

O aumento da area pode ainda ser acompanhado por um controle no
tamanho e na distribuicdo das estruturas produzidas na superficie do eletrodo. Natan
e colaboradores (1995) foram os pioneiros neste campo de pesquisa. Sua idéia
inicial era ligar nonoparticulas a superficie de um eletrodo de platina para aumentar
o desempenho do eletrodo. Em um primeiro estudo, a superficie de uma folha de
platina foi coberta com um polimero de (3-mercaptopropil)metildimetoxisilano (Figura
1). Este eletrodo modificado foi imerso em uma solugdo de nanoparticulas de ouro
de 15 nm, para so6 entido ser ativado a sua espécie redox ativa. Os autores também
observaram que o eletrodo é bloqueado se ativado e apenas modificado com a
especie organica — a auséncia das nanoparticulas de ouro inviabiliza o processo, o
que mostra que a nanoparticula de ouro tem papel fundamental no processo
(NATAN et al., 1995).

Figura 1. Estrutura quimica do (3-mercaptopropil) metildimetoxisilano.
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Fonte: Autor, 2011.

A escolha do material para o eletrodo base, cuja superficie sofrera a
modificagdo, € um aspecto de fundamental importadncia na preparagdo de um
eletrodo quimicamente modificado (EQM). Este substrato deve apresentar
caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também ser adequado para o método
de imobilizagdo selecionado. Entre os materiais convencionais, podemos citar ouro,
platina, carbono vitreo, mercurio na forma de filme, fibras de carbono e pasta de
carbono. Ja, o carbono vitreo reticulado, materiais plasticos condutores e vidros

condutores estao incluidos entre os substratos menos usuais (NOSSOL, 1983).



23

Na histéria do EQM, o uso de camadas de agentes modificadores sobre a
superficie do eletrodo base tem sido a forma mais comum de modificar a superficie
de um eletrodo. Assim, podem-se destacar diversos métodos de modificagcdo da
superficie eletrédica a partir do trabalho classico de revisdo reportado na literatura

de Kubota e colaboradores (2002), como discutido a seguir.

1.3.1 Adsorcéao

A adsorgao consiste na dissolugdo do agente modificador em um solvente
apropriado e na exposicdo, em geral por imersdo, do eletrodo a esta solugao.
Inicialmente, os trabalhos envolveram adsor¢cao em eletrodos de platina. Porém, na
maioria dos trabalhos subsequentes, as adsor¢oes foram realizadas em eletrodos de
grafite e carbono vitreo (BARTLETT, 1990). A técnica de adsorcdo € muito
empregada, dada suas simplicidade e eficiéncia. No entanto, a mesma apresenta a
desvantagem de produzir EQMs com no maximo uma monocamada do modificador
imobilizado, o que geralmente limita a faixa de resposta linear. Por outro lado, a
adsorcao € um processo de equilibrio, o que pode levar a ocorréncia de dessorg¢ao
do modificador para o meio durante sua utilizagdo, resultando na perda de

reprodutibilidade e redugao da vida util do EQM assim preparado.

1.3.2 Ligagao covalente

O modificador é fixado covalentemente ao eletrodo com a manipulagdo da
reatividade dos grupos funcionais do modificador e do substrato. Neste caso, deve-
se supor o envolvimento de um substrato com agdo ndao apenas de um condutor
eletrénico, mas preparado de tal forma que ocorram ligacbes covalentes com
moléculas quimicamente ativas. Substratos como o carbono e os 6xidos metalicos
sao convenientes para estabelecer ligagdes tipo ésteres, éteres, amidas, entre
outros grupos funcionais. O método de modificacéo via ligagdo covalente leva a uma
maior estabilidade, em relagdo aos demais métodos, contudo requer maior tempo
para o procedimento, gera cobertura com no maximo, uma monocamada

imobilizada, além de ser mais dificil de se executar. Seu emprego é de especial
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interesse para a imobilizagado de enzimas, sendo amplamente empregado nesta area
(DIVYAet al., 1998).

1.3.3 Filmes poliméricos

Esta técnica consiste no recobrimento da superficie do eletrodo, com filmes
poliméricos condutores ou permeaveis ao eletrélito de suporte e a espécie de
interesse. Ao contrario das técnicas discutidas anteriormente, a modificacdo com
membranas poliméricas permite a imobilizagcdo de muitas monocamadas da espécie
ativa na superficie modificada, ampliando consideravelmente a resposta

eletroquimica.

Desta forma, filmes poliméricos tém sido empregados no desenvolvimento de
sensores para evitar alguns problemas do sinal analitico a partir de reagdes
paralelas, bem como para imobilizar biocomponentes, incorporar mediadores e
fornecer biocompatibilidade (SOUZA e FAGAN, 1997). Devido a grande variedade
das caracteristicas dos polimeros, pode-se explorar suas propriedades conforme o
interesse. Dessa forma, polimeros eletroativos (eletrocatalise), quimicamente ativos
(propriedades ligantes ou de troca-idnica para pré-concentragéo) e inertes (apenas
exclusao de interferentes) sao frequentemente utilizados (WALLACE e KANE-
MAGUIRE, 2002; ROZLOSNIK, 2009).

1.3.4 Materiais compadsitos

Compésitos representam uma classe de materiais onde duas ou mais
substancias combinadas passam a exibir propriedades unicas, que nao sao
possiveis de serem obtidas a partir de seus componentes individuais. Eles podem
ser formados pela combinagéo de diferentes materiais, do tipo inorganico-inorgénico,
organico-organico ou organico-inorganico, sendo neste Uultimo caso, também
chamados de materiais hibridos (GEHR, e BOYD, 1996; e CHUJO 1996). Esta
técnica é adequada para modificar eletrodos a base de carbono emgl tais como
em eletrodos de pasta de carbono e pastilhas. Esta grande variedade de materiais e
possibilidades de combina-los proporciona um campo de atuacdo de forte
perspectiva dos EQMs (MOUSTY, 2004; ANTOLINI, 2010).
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1.3.5 Eletrodos de pasta de carbono

Os eletrodos de pasta de carbono sdo exemplos de modificagdo utilizando
compositos. As pastas de carbono consistem em uma mistura homogénea de grafite
em pé e um liquido organico hidrofébico (6leo mineral, éleo de parafina, 6leo de
silicone, etc) colocados em um tubo de vidro ou plastico. A sua superficie é
facilmente renovada, uma vez que a camada mais externa pode ser removida, por
lixamento ou corte. O aglutinante, cuja fungdo é dar consisténcia a mistura e
também preencher os intersticios entre as particulas de grafite, deve ser eletro-
inativo, quimicamente inerte, imiscivel com a agua, apresentar baixa volatilidade e
n&o conter impurezas. (SVANCARA e SCHACHL, 1999).

Os eletrodos de pasta de carbono (EPC) foram introduzidos por Adams e
colaboradores, em 1958 (ADAMS, 1958), (OLSON e ADAMS, 1960; OLSON e
ADAMS, 1963).

As principais vantagens do EPC s&o o baixo custo e facilidade de preparagao,
baixo ruido, corrente residual baixa, ampla janela de operagdo em solugdo aquosa e
a possibilidade de renovagao da superficie. Na literatura sado relatados varios
trabalhos utilizando EPC, por exemplo, na determinacao de flavonoides, (ZOULIS e
EFSTATHIOU, 1996) tracos de metais (WANG et al., 2001) e perdxido de hidrogénio
(VARMA e MITRA, 2002).

Como base na versatilidade dos processos metodolégicos de modificagao da
superficie eletrddica, discutir-se-a pormenorizadamente como tais modificacbes sao
de fundamental importéncia para o desenvolvimento de sistemas analiticos, como

por exemplo, os sensores eletroquimicos.

1.4 Sensores eletroquimicos

Sensores quimicos sao dispositivos que podem ser usados para medidas
diretas na amostra. Idealmente, tais dispositivos sdo capazes de responder continua

e reversivelmente sem perturbar a amostra. Estes dispositivos também podem
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eliminar a necessidade de tratamento prévio da amostra nas diferentes matrizes,

sejam de origem biologica, ambiental ou farmacologica.

Estes sensores consistem de um elemento de transdugao, recoberto com
uma camada de um elemento de reconhecimento para modificacao da superficie,
seja quimico ou bioldgico. Esta camada interage com o analito e a mudanga quimica

resultante desta interacéo € traduzida pelo elemento de transdugao em sinal elétrico.

No caso dos sensores eletroquimicos, o transdutor € o equipamento
(potenciostato) munido por um conjunto de eletrodos. Sendo assim, o transdutor
eletroquimico € um dispositivo que transforma informagdes quimicas, como a
concentracdo de um componente especifico da amostra em relacdo a sua
composicado total, em um sinal analiticamente mensuravel (WANG et al., 2000;
THEVENOT et al, 2001).

Sensores eletroquimicos s&o, portanto, dispositivos que apresentam uma interface
(reconhecedora) onde ocorrem fendmenos quimicos, a qual esta ligada ao
transdutor fisico-quimico que transforma uma informagao quimica, oriunda de um
sistema (analito), em um sinal analitico util (AHAMMAD, 2009; FARRE, et. al., 2009).

A informacgao obtida no instrumento de medida pode estar relacionada a uma
reacdo quimica ou mesmo a uma propriedade quimica do analito. Além do
transdutor, os sensores quimicos apresentam outras partes basicas: o receptor ou a
fase sensora - regido reconhecedora onde ocorre a reagao quimica seletiva e o

condutor, que transporta o sinal para a instrumentacdo de medida.

A fase sensora pode ser um corante acido/basico, um trocador ibnico, uma
substancia redox, uma substancia fluorescente, um anticorpo, entre
outros(THEVENOT et al., 2001), enquanto o transdutor pode ser classificado como:
eletroquimico (corrente, condutividade, potencial), dptico (absorgao, fluorescéncia,
reflectancia), calorimétrico (calor) ou piezelétrico (alteragdo de massa). O transdutor,

sensivel a essas variagdes, convertera a energia do evento numa forma mensuravel.

A Figura 2 (pag. 8) mostra um modelo esquematico dos principais
componentes de um sensor quimico, onde ocorre interagao entre o analito e a fase
sensora. Esta interacdo podera causar uma variagdo na concentragao, por exemplo,

de prétons, ions especificos, transferéncia de elétrons, liberagdo ou absorgao de
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gases, tais como: Hz, O, NHj;, etc. Além disso, podera através deste evento
apresentar uma mudanga de algum paréametro 6ptico do sistema, como cor, indice
de refracdo, por exemplo, que podem ser monitorados tanto qualita quanto

quantitativamente.

Figura 2. Modelo esquematico dos principais componentes de um sensor quimico.
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Fonte: Autor, 2011.

Sensores quimicos permitem a coleta de dados e a obtencao de informacdes
com manipulacdo minima do sistema estudado. Estes dispositivos possuem
caracteristicas particulares que os distinguem de métodos instrumentais de largo
porte, 0s quais, por sua vez, sdo cada vez mais precisos, sensiveis e seletivos, mas

nao permitem a obtencao de informacdes in situ e em tempo real (Araujo, 2009).

Nestas condigdes experimentais, dados séo facilmente obtidos com sensores
€ mesmo que as medidas nao tenham precisdo e exatiddo comparaveis as dos
métodos instrumentais, em muitas ocasides tém-se elementos suficientes para
diagnosticar o sistema em estudo. Caracteristicas vantajosas também inerentes ao
uso de sensores quimicos referem-se a portabilidade, facilidade de automacéo,

possibilidade de miniaturizagao e baixo custo.

Fica evidente, que dentre os sensores quimicos, ha varias classificagdes
possiveis as quais podem se basear no tamanho, tipo de aplicagdo ou mecanismo

de transducdo da resposta. Assim, de acordo com o banco de dados do SciVerse®
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Science Direct, aproximadamente 165.000 artigos cientificos foram publicados
contendo a palavra-chave “sensor” and “sensors”, entre os anos 2005 e 2010 (Figura
3). Estes trabalhos referem-se a investigagdes com sensores de diversos tipos e
incluem transdugao potenciométrica, amperométrica, piezelétrica, 6ptica, térmica,
condutométrica, entre outras, ratificando mais uma vez a importancia do campo de

desenvolvimento de sensores.

Figura 3 -Numero de publicacdoes de artigos cientificos em revistas com politica editorial
seletiva, usando como palavra-chave “sensor” ou “sensors” entre os anos de 2005 a 2010,
SciVerse® Science Direct.

@ 30-

I

-
(@)
1

I

-
o
1

I

N° de publicagoes (10

a
|

I

o

T T T T T 1

I I I I
2007 2008 2009 2010

ANO

I I
2005 2006

Fonte: Science Direct, 2011.

Diante do que foi colocado a respeito dos sensores quimicos, verifica-se que
o tépico é de alta complexidade e a area cientifica muito fértil, ndo sendo possivel,

nesse trabalho, o seu aprofundamento.

Nessa dissertagcao dar-se-a maior énfase ao desenvolvimento de dispositivos
que utilizam o transdutor eletroquimico (amperométrico e voltamétrico),

particularmente, para a determinagcdo de coenzimas, como por exemplo, a
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nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), bem como as devidas justificativas para

sua escolha.

1.5 Importancia da detec¢cao do NADH

A deteccdo do NADH em fluidos biolégicos € particularmente importante
porque permite a determinacdo indireta de varias substancias nio eletroativas
presentes in vivo (BARTHUS et al., 2005).

Um aspecto importante do processo de oxidacdo e reducdo enzimaticas
envolve a transferéncia de atomos de hidrogénio. Esta transferéncia € mediada por
coenzimas (substéncias que atuam junto com as enzimas). Entre estas temos o
NADH, o qual atua por meio de doagdo de um atomo de hidrogénio situado no anel
nicotinamidico, que, em sua forma oxidada assume a forma de um sal de piridinio,
como podemos ver na figura 4b (MICHAEL e DAVID, 2005).

As formas reduzidas da nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e da
NADP(H) atuam em processos de transferéncia de elétrons. A diferenga estrutural
entre elas pode parecer ftrivial, porém, a diferenca em termos de fungdo € bem
diferente. NADH participa em reacdes catabolicas, reacbes que “quebram”
moléculas com a liberacdo de energia; enquanto NAD(P)H participa de reacbes
anabdlicas - rea¢des que consomem energia, a fim de “criar” ou sintetizar moléculas

maiores.

O NADH ¢é mais conhecido por seu papel na respiragao celular, enquanto que
NADPH é especialmente importante na fotossintese, bem como em processos de

sinalizagao celular.

Para se ter uma idéia da importancia destas coenzimas, aproximadamente
500 desidrogenases sao dependentes destas coenzimas, onde 250 s&o
dependentes do NADH e 250 do NAD(P)H. Em virtude disso, um grande numero de
pesquisas visando o desenvolvimento de procedimentos analiticos para a
determinacao de NADH tem sido realizado, a figura 4 mostra as estruturas quimicas
do NADH e NAD(P)H.
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Figura 4.— a) Estruturas quimicas do NADH e NAD(P)H. b) Reagdo redox do NADH.
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A oxidagao eletroquimica de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH),
figura 4b, € de grande interesse. Eletroquimicamente falando, quando o NADH é
oxidado a NAD" fornece um sinal em um potencial muito positivo, o que n&o permite
0 uso de eletrodos de mercurio (MOIROUXet al., 1978). A possibilidade de usar
outros eletrodos, quando ndo modificados resolve o problema anterior, porém, em
eletrodos ndo modificados o sinal anddico ocorre em potencial superior a +0,5 V, o
que resulta em uma reducao da seletividade da oxidacado eletroquimica do NADH,
uma vez que, em potenciais tao altos, outras espécies quimicas eletroativas também
podem ser oxidadas (FABREGAS e PRIETO-SIMON, 2004).

Além dos problemas citados acima outro problema € o bloqueio do eletrodo—

passivacao. Isto pode ocorrer por meio da formagao de dimeros, que podem ser
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gerados a partir do NAD" produzido. Estes dimeros adsorvem na superficie do
eletrodo causando o seu bloqueio e consequente perda de sensibilidade, sendo
assim a procura por materiais que possam oxidar o NADH em potenciais mais
baixos, sem perda da sensibilidade tem sido objeto de estudo de varios

pesquisadores.

A eletro-oxidacdo de NADH por meio de mediadores nao € tdo simples, uma
vez que depende da natureza do mediador, podendo assim apresentar-se em
basicamente trés formas (KATAKIS et al.,1997 e LOBO et al., 1997):

(i) Envolver a formagéo de um complexo intermolecular entre o NADH e o mediador

como no caso dos corantes redox;

(ii) Ocorrer transferéncia liquida de um hidreto como, por exemplo, em orto e para-

quinonas e algumas diaminas aromaticas;

(i) Envolver duas etapas consecutivas de transferéncia de elétrons, com a
transferéncia de prétons ao solvente, como, por exemplo, em alguns

polioxometalatos.

A eletrooxidagcdo de NADH evoluiu muito com a utilizagdo de nanotubos de
carbono, e a funcionalizacdo destes materiais € uma das formas mais utilizadas na
modificacdo de eletrodos para o desenvolvimento de sensores, principalmente
porque estes possuem propriedades e caracteristicas especiais que justificam este
grande emprego como veremos a seguir (KUMAR e CHEN, 2008; WANG, 2005).

1.6 Nanotubos de carbono :importancia e diversidade

Os nanotubos de carbono (NTCs) foram obtidos por lijima em 1991, como
subproduto da sintese de fulerenos. Os nanotubos de carbono (CNTs) sdo as unicas
estruturas tubulares de diametros nanométricos com uma grande razao
comprimento/diametro. Eles sédo divididos em dois grandes grupos: nanotubos de
carbono de parede simples unica (single walled carbon nanotubes—SWCNT), figura

5a; e nanotubos de carbono de paredes multiplas (multiwalled carbon nanotubes—
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MWCNT), Figura 5b. Os de parede simples podem ser vistos como uma folha de
grafeno enrolada em certa diregdo, formando um cilindro, que € a parede lateral, e
outra regido que fecha suas extremidades, a qual se assemelha a um corte das
estruturas do fulereno onde os carbonos estdo em anéis pentagonais e hexagonais.
A depender da direcdo que a folha que constitui sua parede lateral é enrolada, estes
nanotubos apresentardo propriedades tanto quimicas quanto fisicas diferentes, e
esta diregdo de enrolamento juntamente com o didmetro do tubo sdo as principais

responsaveis pelo espectro de propriedades destas nanoestruturas.

Figura 5 -Representagido esquematica: (a) MWCNT e (b) SWCNT.

Fonte: Abril, 2011.

Devido as excepcionais propriedades eletronicas e opticas, alta resisténcia
mecanica e alta condutividade térmica, os nanotubos de carbono possuem uma
infinidade de aplicagbes diretas, caracterizando-se como um material altamente
estratégico (WANG, 2005). Entre as aplicagbes dos NTCs pode-se citar a utilizagéo
como catalisadores (PAN et al 2007)] materiais compodsitos (CALVERT, 1999)
sensores, displays de emissao de campo, pontas para microscopio de forga atdbmica,

filmes condutores, materiais nanobiotecnoldgicos e dispositivos nanoeletrénicos.

Por possuir um tamanho extremamente reduzido, alta condutividade, alta
resisténcia mecénica e ser extremamente elastico, os NTCs se caracterizam como

um material fundamental na construcao de eletrodos.
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A literatura mostra que os NTCs podem transportar correntes superiores a 10°
Acm™, enquanto a densidade de corrente para eletrodos metalicos se encontra em
aproximadamente 10° A cm™®(YAO et al., 2000)

A maioria do que se conhece sobre as propriedades de transporte dos NTCs
vem de experimentos utilizando SWCNTs isolados ou agregados em feixes. Esses
experimentos sugerem que os SWCNTs metdlicos apresentam boa condutividade,
através de vacancias extremamente grandes ao longo do tubo. SWCNTs
semicondutores por outro lado, possuem uma maior resisténcia, onde experimentos
sugerem que o transporte ocorre ndo somente por difusdo, mas é limitado por uma
série de barreiras ao longo do tubo. Ja para os MWCNTSs, essa interpretacao se
torna ainda mais complexa, pois ocorre uma interagdo entre as paredes dos tubos,
sendo que estudos indicam tanto transporte difusional como balistico. (BACHTOLD
et al., 2000; KANG et al., 2009). As excepcionais propriedades eletronicas dos NTCs
conferem a esse material, quando usado como eletrodo, a habilidade de atuar como
mediador em reacdes onde ocorre a transferéncia de elétrons envolvendo espécies
eletroativas em solugcdo. MWCNTs foram utilizados primeiramente para essa
finalidade, atuando na promog¢ao de uma reacao bioeletroquimica (DAVIS et al.,
1997). Eletrodos utilizando SWCNTs também foram construidos com sucesso e
apresentaram excelentes propriedades eletroquimicas (CAMPBELL e CROOKS,
1999).

A utilizacdo de NTCs como eletrodo vem crescendo significativamente,
principalmente no que diz respeito a sua utilizagdo como substrato e agente

modificador em eletrodos quimicamente modificados.

No entanto apesar das grandes vantagens apresentadas acima, os nanotubos
nao suprem todas as necessidade em uma area tao crescente e promissora como a
area de eletroanalitica, que a cada dia tem maiores desafios, principalmente com o
aumento principalmente nos interesses analitico-ambientais e analitico-biologicos,
que requerem altas precisao e exatiddo, bem como, o crescente numero de analitos
de interesse. Neste ponto, os EQMs surgem como uma ferramenta eletroanalitica
que se propde a resolver ou amenizar e abranger tais dificuldades. Os nanotubos de
carbono nao oferecem todo este espectro de vantagens. Eles, por exemplo,

reduzem os sobrepotenciais de oxidacdo do NADH a aproximadamente 400 mV,
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mas outras substancias podem sofrer reagcdes em potencial ainda tdo elevado, e
ainda apesar de diminuir a passivagao neste potencial, esta ainda continua sendo
um problema. Sendo assim, outra alternativa € o uso de mediadores redox —

substancias que podem facilitar o processo de oxi-reducdo de forma catalitica.

1.7 Acido Ferulico

Acido ferulico, acido-4-hidroxi-3-metoxicinamico (AF), Figura 6, &€ um fenol
muito encontrado no tecido de plantas. Este acido € um constituinte bioativo de
muitos alimentos, tais como, graos, frutas citricas, banana, brocolis, entre outras.
Além de ser aprovado como um aditivo conservante/antioxidante no Japao, seu sal
de sodio € usado na China para o tratamento de doencgas cardiovasculares e
cerebrais (WANG e OU-YANG, 2005).

Figura 6 — Acido Fertlico. Fonte:

MeO X oH

Fonte: Autor, 2011

O acido ferulico foi primeiro isolado de uma resina comercial em 1866, mas so
foi sintetizado em 1925 (GRAF,1992), ja seus efeitos bioldgicos comegaram a ser
notados em 1970, quando pesquisadores japoneses descobriram suas propriedades
antioxidantes (YAGI e OHISHI, 1979). Essa propriedade antioxidante &
consequéncia principalmente de seu nucleo fendlico e sua cadeia lateral conjugada,
a qual estabiliza por ressonancia o radical formado. Desta forma, AF pode ser
benéfico no tratamento e/ou prevencéo de desordens ligadas ao estresse oxidativo,

como doenca de Alzheimer, diabetes, cancer, hipertensao e aterosclerose.
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Figura 7 — Subunidades estruturais do acido ferulico. Fonte: (Autor, 2011).

I
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Fonte: Autor, 2011

Apesar de possuir uma estrutura quimica relativamente simples, o que o viabiliza

como um bom candidato a mediador, o AF possui subunidades estruturais quimicas

estratégicas. Estas subunidades, figura 7, podem desempenhar papéis

fundamentais na confecgdo de um eletrodo quimicamente modificado:

1)

Il

1)

V)

V)

O grupo carboxila € fundamental, pois permite a introdu¢cdo da enzima
requerida;

A dupla ligagao permite a conjugagao entre a parte aromatica e a carboxila
ajudando a estabilizar espécies transientes formadas, o que é importante,
pois diminui o sobrepotencial de oxi-reducéo;

O anel aromatico, altamente conjugado pode estabilizar radicais e cations
formados, possibilitar ainda a formacdo de polimeros e conferir alta
estabilidade;

A hidroxila fendlica localizada na posi¢ao para, portanto conjugada com Il
e |, pode perder elétrons de forma relativamente facil, para constituir um
possivel par redox;

A metoxila em orto a hidroxila possui pares de elétrons nao ligantes e,
portanto, em conjugacao com possiveis espécies deficientes em elétrons
que se formam a partir da hidroxila, torna-se um bom nucledfilo, que,
carregado positivamente, sofre ataque nucleofilico por uma molécula de

agua, com quebra do éter e formagao de uma orto-quinona, figura 8.
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Figura 8 — Esquema a) mostrando o mecanismo de formagao da quinona derivada do acido

ferulico, b) estabilizacio da espécie catidnica.
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Fonte: Autor, 2011


Marília
Colocar aqui a figura 12. Por que ela está afastada?
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1.7.1 Eletroquimica de quinonas

Quinonas sao um dos mais importantes e bem estudados exemplos de pares
redox em eletroquimica organica. As fungdes bioquimicas das quinonas devem-se,
em grande parte a habilidade em sofrer reagdes redox reversiveis. Esta facilidade

pode ser explicada pela formacao de sistemas aromaticos.

Quinonas sao espécies neutras, mas que podem ser protonadas. A protonagao
destas espécies facilita sua reducdo, tornando-as oxidantes mais fortes que sua
forma ndo protonada. As semiquinonas (Q®) sdo espécies geradas por redugdo
envolvendo um elétron (Figura 9). A semiquinona nao é suficientemente basica para
ser protonada. Consequentemente, muitas semiquinonas existem como &anions
radicais em pH fisiolégico. Por causa da repulsédo entre as cargas, um anion radical
semiquindnico € um oxidante muito mais fraco do que a quinona original. Assim, a
quimica redox das quinonas, semiquinonas e hidroquinonas esta intimamente
relacionada a sua quimica acido-base. Adicionalmente, semiquinonas
desproporcionam, figura 9, formando as quinonas e hidroquinonas correspondentes,

Seu comportamento eletroquimico basico pode ser representado pela figura 10.

Figura 9 - Redugdao de quinonas (Q) via 1 e 2 elétrons, gerando semiquinonas (Q% e
hidroquinonas (QH,), respectivamente.

O O OH
Redutase
‘#;‘ ey,
'/\ +2H
O, O
O 2+ ' 0g OH

Fonte: Abreu, 2011.

A completa reducdao de uma quinona a sua correspondente hidroquinona requer

dois elétrons e dois protons, figura 10.
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Figura 10. - Esquema quadrado representativo da oxirredugao de quinonas em varios meios.
Adaptado da referéncia

L.

el @ e—= QH' of——= QH,"’

Fonte: Abreu, 2011

Quinoproteinas, enzimas que contém um cofator quindide tem sido estudadas
extensivamente nos ultimos anos, e muitas destas quinoproteinas sao
oxidorredutases. As quinonas desempenham bem o papel de transportadores de
elétrons em processos biologicos, por exemplo, nas reagdes fotossintéticas e na

sintese mitocondrial de ATP.
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2 OBJETIVOS

+ Estudar o comportamento eletrocatalitico da plataforma nanoestruturada ;

¢ Calcular os parametros cinéticos (kcat) da reagao entre os sitios ativos e
NADH;

% Determinar os parametros analiticos tais como o LD, LQ, sensibilidade e faixa
linear de resposta frente a detecgao de NADH,;

¢ Obter uma curva analitica para a detec¢cao de NADH,;

+«» Verificar a estabilidade, tempo de vida util e repetibilidade no preparo do
sensor;

« Comparar os resultados obtidos com os da literatura.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes

Os seguintes reagentes foram obtidos de seus respectivos fornecedores e
utilizados sem tratamento prévio: acido ferulico (acido-4-hidroxi-3-metoxicindmico) e
B-nicotinamida adenina dinucleotideo na forma reduzida (NADH) foram obtidas da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), fosfato de sd6dio monobasico monoidratado
(NaH2PO4.H20), fosfato de sédio dibasico diidratado (Na;HPO4.2H,0), hidroxido de
sédio (NaOH), acido cloridrico (HCI) e N,N-dimetilformamida (DMF) foram obtidos da
Vetec, nanotubos de carbono de paredes multiplas (do inglés multi-

walledcarbonnanotubes, MWCNT) foram obtidos da Sigma.

3.2 Equipamentos e materiais

Um potenciostato modelo PGSTAT30 Eco Chemie da AUTOLAB (Utrecht,
The Netherlands), interfaceado a um microcomputador (software: GPES 4.9), foi
empregado para as medidas eletroquimicas (Figura 11). Além disso, nos estudos
amperométricos para obtencdo da curva analitica foi empregado um eletrodo de

disco rotatério (EDR) (Figura 12), com uma velocidade de rotagdo otimizada (500

rpom).

Figura 11 — Fotografia de um Potenciostato modelo PGSTAT30Eco Chemie da AUTOLAB.

—

Fonte:Battery Research @ USM, 2011
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Figura 12 — Fotografia do EDR da AUTOLAB.
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Fonte:Battery Research @ USM, 2011.

Uma célula eletroquimica com trés eletrodos foi usada, sendo o eletrodo de
referéncia um Ag/AgClI (KCI saturado), um fio de platina como eletrodo auxiliar € um
eletrodo de carbono vitreo (g =3 mm) com a superficie modificada ou ndo como

eletrodo de trabalho. Estes foram usados para todas as medidas (Figura 13).

As medidas foram realizadas usando 5,0 mL de solugao tampao fosfato 0,1
mol L™, pH 7,0. A eliminacédo de oxigénio dissolvido foi feita pelo borbulhamento de

um fluxo de nitrogénio (N2)) nas solugdes, durante 10 minutos, antes das analises.

Figura 13 - Modelo esquematico da célula eletroquimica, utilizada em todos os experimentos.

Eletrodo de Referéncia—  S€NSOr
AgiAgd I 1l Eletrodo Auxiliar - Pt
N NADH
2(g)
\

Fonte: Autor, 2011.
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4 METODOS

4.1 Preparacgao de solucao de AF

Em um eppendorf, foram pesados 8,0 mg de acido ferulico (41,19 mmol) e
adicionados 2,0 mL de tamp3o fosfato pH 4,5 (0,20 mmol L™"). Esta solucéo foi
preparada antes das polimerizagdes e foi utilizada durante até quinze dias. Esta

solugao foi armazenada em temperatura ambiente.

4.2 Preparacao da dispersdo de MWCNT

Em um eppendorf, foram pesados 2,0 mg de MWCNT (utilizado sem qualquer
tratamento) e adicionado 1,0 mL de DMF. Esta mistura ficou sob agitacédo no
ultrassom por 2 horas para uma melhor disperséo. Esta solucao foi preparada antes
das analises e pode ser utilizada durante um més. Esta dispersédo pode ser

armazenada em temperatura ambiente e utilizada em outros experimentos.

4.3 Limpeza do eletrodo de carbono vitreo (ECV)

O ECV foi polido com alumina (g=0,3 um), lavado com agua milli-Q, levado ao
ultrassom por 2-3 min, em etanol, e lavado novamente com agua destilada. A
limpeza do eletrodo foi verificada por voltametria ciclica, utilizando uma sonda
eletroquimica bem conhecida, o ferrocianeto de potassio, Ks[Fe(CN)g] 1 mmol L' em
KCI 0,05 mol L™, um sistema reversivel, em potenciais adequados. Em seguida, o

ECV foi lavado com agua Milli-Q e secado a temperatura ambiente.
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4.4 Modificagao do eletrodo de carbono vitreo com MWCNT e AF

A dispersdo de MWCNT, com o auxilio de uma micropipeta, foi adicionada na
parte ativa do eletrodo. Uma aliquota de 5,0 uL desta dispersdo, em 5 fragbes
sucessivas de 1,0 ulL, foi adicionada. Em cada adicdo, o DMF foi lentamente
evaporado em estufa a 80°C durante 10 minutos para sé entdo ser adicionado a
posteriori. Para a geracdo da espécie eletroativa na plataforma nanoestruturada
ECV/IMWCNT por um processo de eletropolimerizagéo, o eletrodo de carbono vitreo
modificado com MWCNT foi imerso em uma solugao de acido ferulico, em varias
concentracdes (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0), sendo a concentracéo 6tima a 0,4 mmol L e
realizadas 2, 5, 8, 10, 15 ciclagens de potencial na faixa de -0,25 a 0,8 V, -025 a
0,575 e 0 a 0,575 versus. Ag/AgCl em 5,0 mL de tampéo fosfato pH = 4,5, em
velocidade de 0,010; 0,020; 0,030; 0,040; 0,050 V s™.

4.5 Estudo de Eletrocatalise do ECV/IMWCNT/poli-AFe NADH

O eletrodo modificado ECV/MWCNT/poli-AF foi imerso em uma solugéo (0,1
mol L™) de tampao fosfato pH 7,0, sob atmosfera de nitrogénio. Em seguida, foram
adicionadas aliquotas de NADH, em diferentes concentracbes e o sinal destas foi
comparado com o sinal do branco (auséncia de NADH). Nestes experimentos, foi
selecionada uma faixa de potencial entre -0,25 a 0,5 V vs. Ag/AgCl, por voltametria

ciclica no sentido catddico, a uma velocidade de varredura de 0,005 V s™.

4.5.1 Determinacao da area ativa

A area ativa do ECV/MWCNT/poli-AF, foi calculada, utilizando ferricianeto de

potassio como sonda eletroquimica e a equacao de Randles-Sevcik (Equacao1):

Ip = (2,69x10°)n*”* AD"*v'"*C,

Ip = (2,69x10%)n?/3ADY/2C,(Equacéo 1)
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Sendo D e C, o coeficiente de difusdo e a concentragao do ferricianeto de
potassio no seio da solugao, respectivamente. Experimentos de voltametria ciclica
em diferentes velocidades de varredura foram realizados no ECV/MWCNT/poli-AF,
em uma solugdo de 1 mmol L™ Ks[Fe(CN)s] em KCI 0,05 mol L. A partir das
inclinagdes de /,vs.v'? e utilizando D = 7,6x10° cm? s™", n = 1, a area ativa foi entao
obtida, a qual apresentou um valor de 0,11 cm? (SANTHIAGO et al., 2009; SILVA et
al., 2010).

4.5.2 Estudo da estabilidade e tempo de vida do sensor

Para avaliar a estabilidade do sensor, varias medidas consecutivas foram
realizadas com o mesmo eletrodo modificado e as respostas foram comparadas ao
longo do tempo. Os valores de resposta obtidos inicialmente foram considerados
como 100%. Ja para o tempo de vida do eletrodo foram realizadas medidas com o
eletrodo modificado por varios meses. Durante o periodo de avaliacdo do tempo de
vida do sensor, o mesmo foi armazenado em tampao fosfato pH = 7, em temperatura

ambiente.

4.5.3 Estudo de repetibilidade do preparo do sensor

A repetibilidade do preparo do sensor foi investigada por meio da construgao
de 10 sensores em dias diferentes e, em seguida, o desvio padrao relativo (DPR) foi

calculado para as medidas obtidas com os sensores.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Preparacao do eletrodo modificado

Inicialmente, o eletrodo de carbono vitreo (ECV) foi modificado, depositando-se
5 uL de uma dispersdo 2 mg mL™" de nanotubos de carbono (MWCNT), em DMF.
Posteriormente, o AF foi eletrodepositado in situ sobre ECV/IMWCNT, a partir de
uma solucéo 0,8 mmol L™, através de sucessivas varreduras de potencial com Ejniial
= -0,25 V e E,= 0,8 V vs. Ag/AgCI (10 ciclos, v= 0,02V s) (Figura 15A). Em
seguida, o ECV/MWCNT-poli-AF obtido foi lavado e imerso em uma nova solugéo
tampao. Assim, foi possivel observar a formacao de um sistema quinénico (Figura
14B) com E°= 0,18 V vs. Ag/AgCl, a partir da oxidacdo irreversivel do grupo
funcional hidroxila eletrogerado a partir do AF, isto porque o acido ferulico, pode ter
seu grupo metoxila quebrado e convertido a carbonila, formando assim, o sistema

orto-quinona (GIROUSI et al), como mostrado na figura 14.

Figura 14 — orto quinona. Fonte:

\OH

Fonte: Autor, 2011.

Esse processo de ativagao in situ do AF apresenta uma série de vantagens e
perspectivas, tais como (i) possibilidade de formagéo de polimero, (ii) formagéao de

sistema quinona, responsavel pelas ondas la/lc.
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Figura 15 — (A) Voltamograma das 10 ciclagens na faixa de -0,25 a 0,8 V vs. Ag/AgCl para a
polimerizagdo e ativagdo do ECV/IMWCNT com acido ferulico a 0,4 mmol L', em solugao
tampao fosfato 0,1 mol L™, pH4,5e v=0,020V s'e (B) par redox eletrogerado.
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Fonte: Autor, 2011.

Como pode ser visto na primeira varredura do voltamograma da figura 15,
dois picos anddicos irreversiveis foram formados, um em 0,50 e outro em 0,69 V, na
mesma varredura foi gerado uma onda catdédica em 0,29 V. Na segunda e
subsequentes varreduras, pode-se observar a formacao de uma nova onda anddica,
a onda reversa da onda catddica |, que continuou a ser formada nas varreduras
posteriores, constituindo assim um sistema redox bem definido, o qual nao
desaparece quando o eletrodo é lavado e transferido a uma nova solugdo tampéo

livre de AF, o que indica a permanéncia do novo material formado em superficie.

No intuito de otimizar o tempo de ativacao in situ da fase sensora do eletrodo
modificado e a eficiéncia eletrocatalitica na presenca de NADH, bem como avaliar a
importancia das espécies eletrogeradas nas varreduras sucessivas de potencial
apresentadas nos voltamogramas da Figura 15, foram selecionadas

estrategicamente algumas faixas de potencial.
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Neste sentido, o primeiro corte restringiu a janela de potencial a uma faixa de
-0,250 a 0,575 V vs. Ag/AgCl, como pode ser observado na Figura 16. A partir da
Figura 16, verifica-se a auséncia do pico 1Va, bem como do pico llla, o qual pode
estar relacionado ao produto eletrogerado do pico IVa. Por outro lado, embora a
faixa de potencial tenha sido restringida, o pico correspondente a llc ainda é
observado. Além disso, a fase sensora apresentou melhor resposta eletrocatalitica
para a deteccdo de NADH, bem como uma melhora na estabilidade do poli-AF

eletrogerado in situ sobre a plataforma nanoestruturada ECV/MWCNT.

Figura 16 — voltamograma das 10 ciclagens na faixa de -0,25 a 0,575 V vs. Ag/AgCl para a
polimerizagao e ativagdao do ECV/IMWCNT com acido feralico 0,8 mmol L™, em solugao tampao
fosfato 0,1 mol L”, pH 4,5 e v=0,020 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Apobs ser feita outra restricdo da janela de potencial, de 0,05 a 0,575 V vs.
Ag/AgCl, Figura 17, verificou-se auséncia do pico llic. Além disso, constatou-se que
nao s6 o par redox la/lc era necessario para o processo de catalise, mas o pico lll;

também era de fundamental importdncia para a obtengcdo da estabilidade da
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resposta catalitica frente a deteccdo de NADH. Particularmente, quando nao era
gerada a onda lll. a segunda varredura na catédlise frente ao NADH ja perdia a
resposta quase que por completo, o mesmo ocorrendo quando o eletrodo era
lavado. Por essa razdo, a condigdo relacionada a primeira restricdo da faixa de
potencial foi selecionada para os estudos seguintes, levando-se, portanto, em
consideracao a estabilidade e eficiéncia na resposta eletrocatalitica, na presenga do
analito alvo. Como podem ser observados, os processos interfaciais, neste trabalho,
sdo bastante complexos, sugerindo, a necessidade de langar mao de técnicas de
superficie na tentativa de compreender a dindmica dos eventos eletroquimicos,
embora se reconhega que o par redox ativo na presenca de NADH seja o la/lc. Além
disso, o par redox eletrogerado la/lc, a partir da oxidagao do grupo hidroxila pode ser
corroborado através de estudos reportados na literatura cientifica com compostos
similares (MILCZAREK, 2009; PETEKM@TANLEY BRUCKENSTEIN,1973)

Figura 17 — Voltamogramas das 10 ciclagens na faixa de 0,05 a 0,575 V vs. Ag/AgCl para a
polimerizagao e ativagdo do ECV/IMWCNT com acido feriulico a 0,4 mmol L', em solugao
tampio fosfato 0,1 mol L”, pH 4,5e v=0,020 Vs™.
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Fonte: Autor, 2011.


Marília
Não encontrei a publicação. Rever os nomes dos autores.
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5.2 Otimizacao dos parametros de ativagcao

Para a preparacdo do eletrodo modificado, inicialmente foi necessario a
otimizagdo de alguns parametros que influenciam na resposta do eletrodo. A
quantidade de nanotubos de carbono foi o primeiro a ser otimizado. Para isto, foram
preparados eletrodos com diferentes quantidades de nanotubos. Cada um destes
eletrodos foi submetido a 10 ciclagens na faixa de potencial de -0,25 a 0,575 V para
a polimerizagao do AF, na plataforma nanoestruturada ECV/MWCNT, usando uma
solugao do acido fertlico 0,4mmol L', em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L', pH 4,5

e uma velocidade v=0,020 V s™.

Para avaliar os melhores resultados, o calculo da eficiéncia catalitica (EC) foi
usado, utilizando-se a equacao abaixo (GLIGOR et al., 2009).

EC = (IP)NabHconcx — (UP)NaDH conc o

(Equacgao 2)

(IP)NaDHconc 0

Sendo, o (Ip)nabH conec x @ corrente de pico com NADH na concentragéo X,
neste caso 0,4 mmol L' enquanto (/P)NADH conc 0 € @ corrente de pico sem o NADH.
As varreduras foram realizadas em tamp&o fosfato 0,1 mol L' a uma velocidade de 5
mV s. Os dados exibidos sdo os da segunda varredura, e como se observa no
grafico abaixo, a EC variou ndo linearmente entre valores em torno de 0,3 a 48%
quando a quantidade de nanotubos variou de 0,2 a 12 mg mL™, sendo constatado
que a melhor EC foi a 0,5 mg mL™, Figura 18.
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Figura 18 - Eficiéncia catalitica (EC) para o ECV/IMWCNT/poli-AF frente ao NADH, variando a
quantidade de nanotubos da plataforma nanoestruturada ECV/MWCNT.
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Fonte: Autor, 2011.

Ainda, dispondo de equacao 2, a eficiéncia catalitica frente a variagao na
concentragdo de acido ferulico foi calculada. Isto se deu ja dispondo para a
realizagcao dos experimentos do parametro acima otimizado para a preparacao da
plataforma ECV/MWCNT/poli-AF, ou seja, a quantidade de nanotubo, a qual foi 5,0
mg L7(0,25 mg). Nestas condigdes, a melhor EC quando se avaliava a concentracdo
de AF para a ativagédo do eletrodo ja modificado com 5,0 ung de MWCNT foi a 0,4
mmol L, como podemos averiguar a partir dos dados fornecidos no grafico da

Figura 19.
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Figura 19 - Eficiéncia catalitica (EC) para o ECV/IMWCNT/poli-AF frente ao NADH, variando a
concentragao de acido ferilico usado na preparagao do sistema ECV/IMWCNT/poli-AF.
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Fonte: Autor, 2011.

Dispondo da otimizacao de dois parametros, outro fator a ser otimizado foi o
numero de varreduras de potencial durante a ativacdo, uma vez que a espessura da
camada polimérica € um fator muito importante na resposta obtida, esta n&o
podendo ser tdo espessa a ponto de dificultar o transporte de elétrons, mas tendo
que possuir uma quantidade o6tima do polimero formado. Destes experimentos,
obtivemos variagdes de EC que assumiram valores bem inferiores a 48% quando
foram realizados menos de 10 ciclos de varredura, atingindo o melhor valor de EC
quando da realizagdo de 10 ciclos e decaindo para 25,5%, quando da realizagao de

15 ciclos, Figura 20.
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Figura 20 - Eficiéncia catalitica (EC) para o ECV/IMWCNT/poli-AF frente ao NADH, variando o
numero de scans usado na preparacao do sistema ECV/IMWCNT/poli-AF.
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Fonte: Autor, 2011.

Outro fator que pode influenciar na espessura da camada de polimero
depositada sob o eletrodo é a velocidade de varredura, este parametro também foi
otimizado, onde podemos ver que a velocidade a ser empregada situa-se entre 20 e
30 mV s'.Como a 20 mV s apresentou um valor levemente melhor, esta foi a

velocidade selecionada, Figura 21.
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Figura 21 - Eficiéncia catalitica (EC) para o ECV/IMWCNT/poli-AF frente ao NADH, variando a
velocidade de ciclagem usada na preparagao do sistemaECV/MWCNT/poli-AF.
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Fonte: Autor, 2011.

Como sabemos, o pH pode influenciar na forga i6nica, e assim na distribuicao
eletrébnica de algumas moléculas organicas, alterando as reacdes de oxi-reducao e
influenciando no processo de polimerizacéo e ativacdo, sendo assim, varios valores
de pH foram testados, no intuito de avaliar em qual deles, a polimerizagao ocorria de
forma a fornecer o melhor resultado para EC, e como podemos ver na Figura 22, o
melhor pH de ativacéo foi a 4,0, porém este ndo apresentou resultados com alto
grau de reprodutibilidade, isto provavelmente devido a solubilidade do AF, nesse
valor de pH, os experimentos foram realizados em pH 4,5.
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Figura 22 - Eficiéncia catalitica (EC) para o ECV/IMWCNT/poli-AF frente ao NADH, variando o pH
usado na preparacao do sistema ECV/IMWCNT/poli-AF.
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Fonte: Autor, 2011.

5.3 Caracteristicas Cinéticas do ECV/IMWCNT/poli-AF

O sucesso do processo eletrocatalitico frente a deteccado da NADH depende
primariamente da eficiéncia do mediador eletrodepositado na plataforma
nanoestruturada. Assim, para garantir que a etapa limitante da reagdo quimica
acoplada nao seja a velocidade de formagao dos estados de transigao das espécies
oxidada (quinona) e reduzida (hidroquinona) do mediador, sdo realizados estudos
prévios para a obtencdo do valor da constante de velocidade de transferéncia

heterogénea de elétrons (xs).

Para isto, apds o processo de polimerizagao in situ, a faixa de potencial do
par redox foi selecionada, e usando a voltametria ciclica, as caracteristicas cinéticas

do ECV/MWCNT/AF foram estudadas, como pode ser observado na Figura 23
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Figura 23 - Voltamogramas ciclicos em ECV/IMWCNT/poli-AF em solugao de tampao fosfato 0,1
mol L'1pH 7,0 em diferentes velocidades de varredura (0,005- 0,100 V s'1), Einicia = -0,25 V e E;=
0,7V, varredura no sentido anédico.
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Fonte: Autor, 2011.

Os voltamogramas ciclicos representativos obtidos para o ECV/MWCNT/poli-
AF sdo mostrados na Figura 23, para varias velocidades de varredura de potencial
(0,005 — 0,10 V s™). A observagdo de picos voltamétricos persistentes e bem
definidos indica que o processo redox do par (quinona/hidroquinona) exibe
caracteristicas de espécies confinadas na plataforma nanoestruturada a base de
nanotubos de carbono, o que pode ser confirmado com a correlagao linear entre a

corrente de pico e a velocidade de varredura (Figura 24).
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Figura 24 - Dependéncia da corrente de pico anédico (I,,) e catédico (I,), em fungédo da
velocidade de varredura em solugao tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0.
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Fonte: Autor, 2011.

Do grafico abaixo, figura 25, observa-se que o potencial formal [E°'=(Epa +
Eoc)/2] é praticamente independente da velocidade de varredura, portanto, pode-se
dizer que ha uma transferéncia de carga rapida na faixa de velocidade de varredura
estudada 5-700 mV s™.
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Figura 25 - Grafico de E, vs. logva partir do voltamogramas ciclicos em varias velocidade de
varreduras.
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Fonte: Autor, 2011.

Por outro lado, para velocidades de varredura de potencial acima de
700 mV s, a separacdo dos picos comega a aumentar, indicando uma limitagdo
cinética na transferéncia de carga (Figura 25). A partir das expressdes gerais
derivadas por Laviron (LAVIRON, 1974), foi calculado o ks para as respostas
voltamétricas de varredura de potencial para o caso de espécies eletroativas
confinadas na superficie eletrédica (LAVIRON, 1979).

Assim, a partir do grafico de E, = f (log v), verificam-se duas linhas retas com
inclinagdes iguais a -2,3 RT/anF e 2,3 RT/(1-a)nF para os picos catddico e anddico,
respectivamente. Para velocidades de varredura acima de 700 mV 5'1, os valores de
AE = (Ep - E®) foram proporcionais ao logaritmo da velocidade de varredura como
indicado por Laviron. Usando o grafico e a Equacgao 3, os valores de a ex; foram 0,5

e252s", respectivamente. O «; foi calculado a partir dos valores de v, e v, sendo
E,-E°= 0 (LAVIRON, 1979):
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anFv, (1—-a)nFv
S RT RT

° (Equacio 3)

A tabela 1 mostra alguns valores de x; registrados na literatura. Desta tabela
podemos notar que o valor de «s obtido para o sistema (ECV/MWCNT/poli-AF) foi
maior do que o registrado para os trabalhos descritos nesta tabela. Uma busca mais
abrangente na literatura de biossensores mostra ainda que o valor de s obtido é
melhor que muitos dos trabalhos registrados na literatura, o que indica uma alta
habilidade do par redox (quinona/hidroquinona) em promover a transferéncia de

elétrons na superficie do eletrodo modificado com o sistema ECV/MWCNT/poli-AF.

Tabela 1 Parametros eletroquimicos de eletrodos modificados . Fonte: (Autor, 2011).

Plataforma n xs(s™) Referéncia
ECVICA 2 8,6 ZARE et al., 1999
ECV/PCV - 5,3 GOLABI et al., 2002
EPC/DDDP-ZF 2 1,1 MUNTEANU et al., 2003
EPC/NF-ZF - 4,5 MUNTEANU et al., 2004
ECV/NE 2 3,8 ZARE et al., 2005
ECV/IMWCNT/MB 5,1 ZHU et al., 20072
ECV/IQ - 4,5 ARDAKANI et al., 2007
ECV/MWCNT/RN 2 0,075 YOGESWARAN e CHEN, 2007
ECV/FeTsPc-FeT4MPyP - 3,8 DUARTE et al., 2008
NFE/PMMA- - 13,3 MANESH et al., 2008
EPC/EMIMBF4 - 0,00458 SUN et al., 2009
ECV/MWCNT/CM - 2,21 ZHENG e SONG, 2009
EAu/ MWCNT/QUIT/DA - 0,41 GE et al., 2009
EPC/MWCNT/DDF - 2,39 FOTOUHI et al., 2010
EPC/MWCNT/4-NF 2,3 9,7 LIMA et al., 2009
ECV/IMWCNT/poli-AF 2 25,2 ESTE TRABALHO

CA: Acido clorogénico; CM: Curcumina; DA: dopamina; DDDP: 16,18-dibenzo[c,1]-7,9-ditia-16,18-
diazapentaceno; DDF: 6,7-diidroxi-3-metil-9-tia-4,4a-diazofluoren-2-ona; ECV: Elet. de carbono vitreo;
EMIMBF,: 1-etil-3-metilimidazol tetrafluoroborato; EAu: Eletrodo de ouro; EPC: Elet. de pasta de
carbono; FeTsPc: ftalocianina tetrassulfonada de ferro (ll; MB: Azul de Meldola; MWCN notubos
de carbono de paredes multiplas; NE: norepinefrina; NF: nitrofluorenona; NFE: rodo de
nanofibras; PDDA: Policloreto de dialildimetilaménio; PMMA: polimetilmetacrilato; Q: Quinizarina;
QUIT: Quitosana; RN: Vermelho neutro; ZF: fosfato de zirconio.


Marília
Faltam os em amarelo
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A influéncia do pH da solugdo na resposta eletroquimica na auséncia de
NADH, usando solugédo tampao fosfato 0,1 mol L™ em pH 4,5, 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0;
7,5 foi estudada (Figura 26). Portanto, a relagéo do E° do par redox la/lc em fungéo
do pH da solugio foi avaliada na auséncia do analito, figura 27. Assim, foi possivel
verificar que o coeficiente angular (E°/pH) é de exatamente 59,2 mV / unidade de pH
na faixa de pH de 4,5 a 7,5 para o par redox (Figura 27). O que condiz exatamente
com o valor tedrico para a razdo e /H" que é igual a um (59,2 (ny/ne.)) mV / pH, sendo
ne = ne-a 25 "C. Portanto, se considerarmos o numero de elétrons igual a 2,0 (SILVA
et al., 2010) para o processo de interconversdo (quinona/hidroquinona), bem como
considerando o comportamento do potencial formal do par redox la/lc, em fung¢ao do
pH da solugdo, ha somente uma possibilidade para o pH entre 4,5 e 7,5, ou seja, o
numero de prétons envolvidos neste processo deve ser também 2,0 como pode ser
observado em alguns trabalhos reportados na literatura (YOGESWARAN e CHEN,
2007; SANTHIAGO et al., 2009). Além disso, ha, apenas, uma variacao discreta da
corrente de pico do par redox, com o aumento dos valores de pH da solucéo (Figura
26), o que mostra que independentemente do potencial hidrogenidénico do meio, ha
uma alta estabilidade do mediador confinado na plataforma nanoestruturada
fundamentando a aplicabilidade deste sistema, em diferentes concentracdes

hidrogenibdnicas.
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Figura 26 - Efeito do pH no comportamento redox do ECV/IMWCNT/poli-AF, voltamogramas

obtidos em tampao fosfato 0,1 mol L'ev= 0,05V st
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E (V) vs. Ag/AgClI

Fonte: Autor, 2011.
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Figura 27 - Potencial formal (E°) do ECV/IMWCNT/poli-AF em funcdao do pH. Condigoes
empregadas: solugao tampao fosfato 0,1 mol L'ev=0,050Vs".
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Apos o processo de polimerizagao in situ do acido ferulico, a estabilidade do
par redox (ECV/IMWCNT/poli-AF) foi checada por meio de voltamogramas ciclicos
sucessivos. A variagao da corrente de pico, depois de estabilizada foi avaliada, com
o desvio padrao relativo (DPR) como observado em varios trabalhos (LIMA et al.,
2008a, LIMA et al., 2009, SANTHIAGO et al., 2009). Assim, apdés 1000 ciclos foi
observado um DPR menor do que 5%, ou seja, nenhuma mudanga significativa foi
observada nas respostas voltamétricas, sugerindo uma excelente estabilidade da

plataforma nanoestruturada a base de MWCNT e AF.

Quando o eletrodo modificado foi estocado em tampéo fosfato pH 7 e no
freezer, nenhuma mudanga significativa foi observada por quatro meses, indicando
uma boa estabilidade e repetibilidade, provavelmente devido as interagcdes n—n que
devem favorecer a adsorgdo na matriz, levando a uma boa estabilidade em suas
respostas voltamétricas (SILVA et al., 2010; SANTHIAGO et al., 2009).

De maneira a verificar a atividade eletrocatalitica do par redox
(quinona/hidroquinona) na presenga de NADH, alguns ensaios foram realizados.
Assim, a Figura 28 mostra os voltamogramas ciclicos para a plataforma
nanoestruturada a base de ECV/MWCNT/poli-AF, em solugdo tampéo fosfato
0,1 mol L™ (pH 7,0), usando uma varredura anddica, com Ejnicia= -0,1 Ve E, =0,5V

vs. Ag/AgCl, na auséncia e na presenga de NADH.

Apés cada adicao de NADH a solugéo (Figura 28), o pico de oxidacao (la)
gradualmente aumenta de forma significativa, enquanto o pico de reducgao (Ic) do
mediador diminui, desaparecendo quase que por completo na presenca de altas
concentracdbes de NADH, indicando, portanto, uma eletrocatalise eficiente, como
mostrado na Figura 28.
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Figura 28 - Voltamogramas ciclicos para o ECV-MWCNT-poli-AF e MWCNT (D) na auséncia e na
presenga de NADH. Velocidade de varredura (v): 0,005 V s”. Estudos realizados em solugao
tampao fosfato 0,1 mol L'1, em pH 7,0.
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Fonte: Autor, 2011.

Além disso, se for levada em consideracao a faixa de potencial selecionada
para efeito de comparagao, o ganho de potencial para a oxidacao eletrocatalitica de
NADH é de aproximadamente 200 mV vs. Ag/AgCl em relagao as plataformas nao
modificadas, ratificando, portanto, o efeito sinérgico da plataforma nanoestruturada
desenvolvida e garantindo uma maior seletividade quando de seu uso em

biossensores NADH dependentes.

Com o aumento da velocidade de varredura, o pico de oxidagao catalitico
desloca gradualmente para potenciais mais positivos, sugerindo uma limitagao
cinética na reagao entre os grupos eletroativos e o NADH. Por outro lado, um grafico
da corrente catalitica l,aversus a raiz quadrada da velocidade de varredura de
potencial (v'’?) na faixa de velocidade de 0,005 a 0,017 V s foi construido e resultou

numa dependéncia linear (Figura 29), expressa pela seguinte equagao:
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I,,(pA) = 0,04 + 11,384v'/2(Vs~1)V/%(Equagdo 4)

Figura 29 - Variagdo da corrente de pico anddica I, vs. v"2 no ECV/IMWCNT/poli-AF, em
solugido contendo 0,4 mmol L' de NADH. Medidas realizadas em solugio tamp3o fosfato 0,1
mol L™, pH 7,0 e v: 0,005-0,011 \Y; s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Assim, esta dependéncia linear com v’

sugere que O processo seja
controlado por difusdo, na faixa de velocidade de varredura de potencial estudada.
Para ratificar que o processo de oxidacado eletrocatalitica entre o NADH e o
ECV/IMWCNT/poli-AF de fato apresenta uma etapa quimica acoplada, foram
realizados alguns ensaios neste sentido, o qual através do grafico da corrente de

pico normalizada com a raiz quadrada da velocidade de varredura (/p./v'"

) versus
v (Figura 30) é possivel observar um perfil caracteristico de um tipico processo

eletroquimico-quimico catalitico (ECcat) (BARD e FAULKNER, 2001).
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Figura 30 - Variagado da corrente de pICO andédica normalizada I,,a,/v"2 vs. v no ECVIMWCNT/poli-
AF em solugao contendo 0,4 mmol L" de NADH Medidas realizadas em solugdao tampao
fosfato 0,1 mol L™ ,PH7,0 e v: 0,005-0,017 Vs™.
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Fonte: Autor, 2011.

Os substituintes hidroxila e metoxila no acido ferulico podem ser oxidados,
formando a respectiva quinona que, na varredura reversa, pode ser reduzida
novamente ao grupo hidroquinona por um processo de dois elétrons e dois protons.
Assim, o ciclo catalitico para a oxidacado eletrocatalitica de NADH envolve o par
redox (quinona/hidroquinona), semelhante ao sistema bem conhecido e reportado na

literatura (SILVA et al., 2010), como pode ser sugerido pela Figura 31.

Em geral, o grupo eletrogerado - quinona, € habil para se submeter a um
processo de transferéncia de elétron-préton-elétron sequencial ou a uma
transferéncia de hidreto (CARLSON e MILLER, 1985).
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Figura 31 - Modelo simplificado do mecanismo proposto para o processo de eletrocatalise do
NADH sobre a plataforma ECV/MWCNT/poli-AF.
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Fonte: Autor, 2011.

Além da otimizacdo dos parametros para a polimerizacdo, foram também
otimizados os parametros de catalise, entre estes o pH, (Figura 32) que nao se

mostrou muito influente no sinal de catalise, ja o potencial aplicado, como era de se



66

esperar, teve uma grande variagdo, com a maior EC observada em 302 mV. Ja o

meio tamponante a ser utilizado, ndo se mostrou importante, figura 33.

Figura 32 — Eficiéncia catalitica em fungao do pH e/ou potencal aplicado.
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5.4 Estudos Cronoamperométricos

Para a avaliagdo quantitativa do comportamento eletrocatalitico da oxidacao
de NADH frente ao ECV/IMWCNT/poli-AF, no intuito de obter alguns parametros
cinéticos foi empregada a cronoamperometria de duplo salto de potencial. A Figura
34 mostra as curvas de corrente versus tempo, obtidos com ECV/MWCNT/poli-AF,
Einicia= 0,200 V e Efina = -0,100 V versus Ag/AgQCI para varias concentragdes de
NADH, em tampao fosfato 0,1 mol L™ e pH 7,0. Como pode ser verificado, ndo ha
corrente catddica liquida correspondente a redugcdo do mediador, na presencga de
NADH.

Neste contexto, experimentos foram realizados com o objetivo de estudar o
mecanismo da reagdo, bem como avaliar as constantes de velocidade do referido
processo eletrocatalitico. A escolha do pH 7 foi também racionalizada, uma vez que
ha uma grande quantidade de enzimas desidrogenases que dependem do processo
redox do NADH e que sao dependentes do pH, apresentando um pH 6timo em 7
(LIMA et al., 2008a; LIMA et al., 2009; SILVA et al., 2010). Além disso, é também
neste pH, onde ambos NADH e NAD® mostram maiores estabilidades, quando
dissolvidos em solugdo aquosa (CHENAULT e WHITESIDES, 1987) e onde a
maioria dos valores prévios de . foram reportados na literatura (GORTON e
DOMINGUEZ, 2002).

Assim sendo, os cronoamperogramas de duplo salto de potencial direto e
reverso para o mediador na auséncia de NADH, mostraram-se simétricos com um
consumo de carga igual para reducéo e oxidagado do sistema redox eletrogerado na
superficie do ECV/IMWCNT/poli-AF. Por outro lado, na presenca de diferentes
concentracbes de NADH, os valores da corrente anddica associada aos
amperogramas diretos s&o significativamente maiores do que aqueles observados

para o processo reverso (Figura 34).
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Figura 34 - Cronoamperogramas obtidos no ECV/MWCNT/poli-AF em solugdao tampao fosfato
0,1 mol L'1, pH 7, na auséncia e presenga de NADH, E;,icias = +0,200 V e Ejf,, = -0,100 V vs.

Ag/AgCl, respectivamente.
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Fonte: Autor, 2011.

A partir da integragdo dos cronoamperogramas, € possivel visualizar melhor a carga,

tanto do processo catodico, quanto do anddico. Nestes, ha um aumento significativo

da carga do referido processo anddico e uma diminuigdo no processo catédico

(Figura 35), indicando, portanto, que o grupo quinona esta sendo consumido pela

etapa quimica acoplada como observado na Figura 35.
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Figura 35 - Integracdao dos cronoamperogramas obtidos ECV/IMWCNT/poli-AF, em solugao
tampao fosfato 0,1 mol L'1, PH 7, Einicia = +0,200 V e Ef,a = -0,100 V vs. Ag/AgCl,
respectivamente.
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Fonte: Autor, 2011.

Também foi possivel usar a cronoamperometria para estimar o coeficiente de
difusdo do NADH em solugdo. Para um material eletroativo com coeficiente de
difusdo, Dnapn, @ corrente correspondente a reagao quimica (sob controle difusional)
€ descrita pela Equacao de Cottrell, Equacao 5 (BARD e FAULKNER, 2001):

I = nFAD})%,,Com™V2t71/% (Equagio. 5)

Sendo Dwapr € Co o coeficiente de difusdo (cm? s™') e a concentracdo de
NADH no seio da solugdo (mol L™, respectivamente. A Figura 36 mostra os graficos

de I versus "2

com o melhor ajuste linear para diferentes concentragbes de NADH,
o qual indica que a corrente observada deve ser controlada pela difusdo de NADH

em solugao.
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Figura 36 - Grafico de | vs. t"2 obtidos a partir dos cronoamperogramas da Figura 42 em

ECV/IMWCNT/poli-AF em solugao tampao fosfato 0,1 mol L™, pH 7 na auséncia e presenga de
NADH, Ei,icia = +0,200 V e E,, = -0,100 V vs. Ag/AgCl, respectivamente.
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Fonte: Autor, 2011.

Um grafico a partir das inclinagbes obtidas das linhas retas versus a
concentragdo de NADH foi construido (Figura 37). A partir da inclinagao da Figura 37
e usando a Equacéo de Cottrell (Equacgao 4), um coeficiente de difusao de 4,49 x10®
cm? s foi obtido para a faixa de concentragdo de NADH estudada. Este valor esta
proximo aos valores reportados na literatura (SANTHIAGO et al., 2009; LIMA, 2009;
SILVA et al., 2010).
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Figura 37 - Grafico de inclinagdo (I/t"?) versus a concentragio de NADH obtidos a partir da

Figura 36 do ECV/IMWCNT/poli-AF, em solugao tampao fosfato 0,1 mol L', pH 7, na auséncia e
presenca de NADH, E;ci, = +0,200 V e Eg,, = -0,100 V vs. Ag/AgCl, respectivamente
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Fonte: Autor, 2011.

Além disso, a constante de velocidade, x.a, para a reacdo quimica entre o
NADH e os sitios redox confinados na superficie do eletrodo modificado pode ser
avaliada. Este calculo foi possivel através da cronoamperometria com base no

método descrito na literatura (GALUS, 1976; LIMA et al., 2008, SANTHIAGO et al.,
2009; SILVA et al., 2010).

Ieat/Ipim = /2 (kCt)'/?(Equagdo .6)

A partir das inclinagdes do grafico Iea/ILimversust’? (Figura 38), foi possivel
obter o grafico da Figura 39 (inclinagdes vs. [NADH]). Assim, usando o novo
coeficiente angular da Figura 39 e a Equacao 6, determinou-se de forma simples, o
valor de k.., 0 qual apresentou um valor calculado para k., nha faixa de
concentracéo estudada de 5,57 x 103 L mol™ s™.



Figura 38 - Dependéncia de I . /l;i, vs. t
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derivado dos cronoamperogramas da Figura 34 em

ECV/IMWCNT/poli-AF, em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™, pH 7, na auséncia e presenga de
NADH, E;,icia = +0,200 V e E,, = -0,100 V vs. Ag/AgCl, respectivamente.
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Fonte: Autor, 2011.
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Figura 39 - Grafico da inclinagéo de Ica,,/I._i,q vs. concentragao de NADH em ECV/IMWCNT/poli-
AF, em solugao tampao fosfato 0,1 mol L', pH 7 na auséncia e presengca de NADH, Ei,icial =
+0,100 Ve Eg,, = -0,200V vs. Ag/AgCl, respectivamente.
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Fonte: Autor, 2011.
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5.5 Estudos com Eletrodo de Disco Rotatério

Para uma melhor avaliagdo quantitativa do comportamento eletrocatalitico da
oxidacao de NADH frente a ECV/MWCNT/poli-AF, medidas cinéticas foram
realizadas em diferentes concentracdbes de NADH, a diversas velocidades de
rotacdo ® (rad s™'). Estes experimentos foram realizados em tamp3o fosfato

0,1 mol L™ (pH 7,0) e uma velocidade de varredura fixa de 5 mV s™' (Figura 40).

Figura 40 - Curvas de polarizagao obtidas para oxidacao eletrocatalitica de NADH, 0,2 mol L™
no GCE/MWCNT/poli-AF, v=5,0 mVs™".

I (uA)

0.05 | 0.10 | 0.|15 | 0.|20 | 0.25 0.30
E (V) vs. Ag/AgCI

Fonte: Autor, 2011.

O processo catalitico € resultado da difusdo do NADH para a superficie
eletrodica, onde ocorre a reducéo do mediador oxidado para formar NAD" e a forma

reduzida do mediador.



75

Neste contexto, experimentos foram realizados com o objetivo de estudar o
mecanismo da reagdo, bem como avaliar as constantes de velocidade do referido
processo eletrocatalitico. A escolha do pH 7 foi também racionalizada, uma vez que
ha uma grande quantidade de enzimas desidrogenases que dependem do processo
redox de NADH e que sao dependentes do pH, apresentando uma atividade 6tima
em pH 7 (BARTLETT et al., 1997). Além disso, é também neste pH onde ambos
NADH e NAD® mostram maiores estabilidades quando dissolvidos em solugdo
aquosa (CHENAULT e WHITESIDES, 1987) e onde a maioria dos valores prévios de
kcat fOram reportados na literatura para o pH 7 (GORTON e DOMINGUEZ, 2002).

Para muitos eletrodos quimicamente modificados usados para oxidagao
eletrocatalitica de NADH, tém sido postulado que um complexo de transferéncia de
carga é formado na reacédo entre NADH e o mediador, por causa do valor de xca
diminuir com o aumento na concentragdo de NADH (SANTOS er al., 2002). Além
disso, acredita-se que um complexo de transferéncia de carga, inicialmente formado
entre os reagentes, comporta-se analogamente a cinética de Michaelis-Menten, para
reagbes enzimaticas (GORTON e DOMINGUEZ, 2002).

A Figura 41 mostra os graficos de Levich obtidos para o ECV/MWCNT/poli-AF
para sete diferentes concentragcbées de NADH, 0,10, 0,20, 0,30, 0,40, 0,50, 0,80 e
1,00 mmol L™, tampao fosfato (0,1 mol L™, pH 7,0). A corrente de oxidagdo para o
NADH, no eletrodo modificado pode ser limitada pelo transporte de massa do NADH
para a superficie do eletrodo e/ou pela cinética da reacdo. A partir da Figura 40, fica
evidente que ha limitacdo cinética na reacédo global. Para o eletrodo de disco
rotatério, a corrente limitada pelo transporte de massa (/q4()) depende da velocidade
de rotacdo, w, e da concentracdo de NADH no seio da solugdo [NADH], de acordo
com a equacao de Levich (BARD e FAULKNER, 2001) (Equacéo 7):

Lyay = 0,620nFA[NADH]D*/*v™1/5w1/? (Equagio 7)

Sendo n 0 numero de elétrons, F a constante de Faraday, va viscosidade

cinematica, e D o coeficiente de difusdo. Os valores de D e v de 4,49 x10° cm? s™
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(MOIROUX e ELVING, 1980) e 0,01 cm® s (BARD e FAULKNER, 2001),

respectivamente foram empregados.

Figura 41 - Grafico de Levich para a resposta eletrocatalitica de estado-estacionario para um
EDR de ECV/IMWCNT/poli-AF, em diferentes [NADH]. Estudos realizados em tampao fosfato 0,1

mol L" em pH7,0eTI'=3.35x 10"°mol cm™.
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Fonte: Autor, 2011.

Para uma reagao catalisada, a corrente limitada cinéticamente (/) € dada

geralmente pela seguinte expressao (Equagao 8):

Iin = nFAk,,,TJ[INADH|D?*/3v="»'/% (Equagio 8)

Sendo /" a cobertura total do poli-AF, uma dependéncia linear da corrente

catalitica na »"? é esperada a partir da equacdo de Levich (Equagéo 6). O desvio

observado a partir da equagao de Levich pode ser o resultado da etapa limitada
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quimicamente. Assim, a expressao geral para a corrente global, /, € dada por

(Equacéo 9):

It = I + I, (Equagdo 9)

Fazendo a inversédo das equacdes 6 e 7, tem-se a conhecida Equacao 9 de
Koutecky-Levich, muito utilizada em reagdes cataliticas empregando eletrodos
contendo mediadores para transferéncia de elétrons (MURRAY, 1984,). Esta
equacgao foi empregada na obtengdo da Figura 42, variando a concentragdo de
[NADH] (Equacgao 10):

1 1 1
1 + Equacio 10
I nFAk.,T[NADH] 0, 62011FAV—1/6D2/3[NADH]wl/Z( quag )

Pela inclinagao da curva, é possivel obter o niumero de elétrons (z) envolvidos
na reagao. Através da interceptacdo do grafico de Koutecky-Levich é possivel

também avaliar o xqat, conhecendo-se entdo o valor del .



78

Figura 42 - Graficos de Koutecky-Levich dos dados experimentais mostrados na Figura 40.
Estudos realizados em tampio fosfato 0,1 mol L' em pH 7,0 e I' = 3,35x 10""°mol cm™.
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Fonte: Autor, 2011.

O valor da constante xq (constante da reagéo catalitica) apresentou-se
altamente dependente da [NADH] como observado na Figura 43a. Este
comportamento tem sido observado para outros eletrodos modificados com
mediadores usados na oxidagao eletrocatalitica de NADH (SANTOS et al., 2002;
KUBOTA e GORTON, 1999), sendo esta alta dependéncia explicada pela formagao
de um complexo de transferéncia de carga (CT-complexo) entre o NADH e o

mediador, antes da formacgao do produto da reacéo.

Este tipo de mecanismo de reagao € bastante empregado para o estudo de
cinética de Michaelis-Menten e obtencdo da constante que leva o mesmo nome
(Km), que pode ser definida conforme a Equagao 11 (GORTON, 1986):

k_1+K,; .
Ky = K (Equacdo 11)
+1
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A constante de velocidade reagao catalitica, x.at, para qualquer concentracao

de NADH pode ser expressa como proposto abaixo (GORTON, 1986):

K.,

Ky + [NADH]

(Equacao 12)

kcat =

Invertendo a Equacgao 12, obtém-se a expressao

1 Ky .\ [NADH] (Equacio 13)
= quacao
kcat k+2 k+2

A construgao do grafico 1/kops vs. [NADH] como observado na Figura 43(b) fornece
uma relagdo linear, compativel com a equagédo . = 0,33[NADH |+1,732x10™*, com
coeficiente de correlagdo de 0,9974 para n = 7, sendo o x_, em mol L s e [NADH]

em mmol L', sendo indicativo que um complexo de transferéncia de carga deve se
formar entre o poli-AF e o NADH. Do coeficiente angular da curva, é possivel

calcular o valor de «_,e, do coeficiente linear, o valor de Ky pode ser avaliado.
Como verificado na Tabela 2, oxcat, k., Ku foram calculados e apresentaram os

valores de 5,77x10° mol™ L s™, 3,03 s e 3,35x10”7 mol L™, respectivamente.



80

Figura 43 - (a) Variagao de x.,:vs. [NADH] obtidos para o ECV/IMWCNT/poli-AF e (b) Variagado de
1/kctvs. [NADH]. Estudos realizados em tampao fosfato 0,1 mol L™ em pH7,0el =3,35x10"
"mol cm™?mol cm?,
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Fonte: Autor, 2011.

A Tabela 2 lista alguns trabalhos registrados na literatura envolvendo
eletrodos modificados com varios mediadores, bem como seus respectivos
parametros cinéticos referentes ao processo de oxidacao eletrocatalitica de NADH,
permitindo, portando, comparar os resultados apresentados com o presente sensor

desenvolvido e discutido ao longo deste tépico.
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Tabela 2-Parametros eletroquimicos e cinéticos de alguns eletrodos modificados para eletro-
oxidagao de NADH.

, r Kcat Kwm
Ref. E” (mV) Ph
(molcm?  (mol'Ls™) (moll")
(PEREIRA et . 5 .
1. 2003) -140 vs. SCE 70  57x10 5,5x10 1,0x10"
al.,
(NASSEF et o ; ;
1. 2006) +200 vs.Ag/AgCl 7,0  4,2x10° 1,1x10 2,2x10°
al.,
(SANTOS et . 5 .
1. 2002) -230 vs. SCE 70  52x10° 1,4x10 2,1x10"
al.,
(KUBOTA e
GORTON, -220 vs.SCE 70  6,8x107° 8,2x10? 1,8x107
1999)
(SANTOS et . 5 y
. 2002) -60 vs. SCE 70  4,4x10 1,8x10 2,7x10
al.,
(MUNTEANU o 5 .
1. 2003) +156 vs. Ag/AgCl 6,0 2,7x10 3,0x10 3,1x10°
et al.,
(ANTIOCHIA y 5
- 70  9,7x10 2,0x10
et al., 2005) _
(VASANTHA
e CHEN, +200vs.Ag/AgCl 7,0  2,6x10™" 9,8x10° L
2006)
(LlMA et al., 10 4 5
2000) +100 vs. Ag/AgCl 7,0  6,5x10° 1,0x10 2,7x10°
Este 10 3 .
+200 vs. Ag/AgCl 7,0  3,35x10° 5,77x10 3,35x10°

Trabalho
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Assim, de acordo com a Tabela 2, observa-se que o valor de k. € maior
quando comparado aos valores publicados previamente para os sistemas eletrodo-
mediador, exceto para os trabalhos de NASSEF e colaboradores (2006). Por outro
lado, mediadores que tém apresentado altos valores de x4, tém também requerido
altos sobrepotenciais para a oxidagao eletrocatalitica de NADH, como verificado no
trabalho desenvolvido por NASSEF ecolaboradores (2006), dificultando, assim, sua

aplicagado no desenvolvimento de biossensores.

5.6 Deteccao amperométrica de NADH

Para obter uma curva analitica para o sensor desenvolvido, amperogramas
para a oxidagcdo de NADH foram realizados em diferentes concentracbes, em
tampéao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).

Nas medidas amperométricas, um estudo inicial foi realizado com intuito de
determinar o melhor potencial para aplicar no eletrodo para a oxidagao de NADH.
Assim, o potencial aplicado foi escolhido, baseado nas medidas das intensidades da
corrente catalitica provenientes da etapa quimica acoplada. Assim, foram
selecionados alguns potenciais a partir dos voltamogramas obtidos, os quais
variaram de 0,05 até 0,25 V vs. Ag/AgCl com um variagdo de potencial de 30 mV

para cada analise.

Na Figura 44, observa-se um discreto aumento da corrente do processo de
oxidagdo de NADH para os potenciais entre 0,05 e 0,25 V vs. Ag/AgCl, com um
maximo em +0,200V vs. Ag/AgCl. Para potenciais de oxidagdo maiores, a corrente
tende a aumentar de forma menos acentuada. Portanto, o potencial aplicado de
+0,20 V vs. Ag/AgCI foi selecionado para a oxidagdo de NADH. Além disso, em
potenciais maiores ha uma perda de seletividade no tocante a futuras aplicacbes
destas plataformas nonaestruturadas como novos dispositivos nanoestruturados,

tais como biossensores NADH dependentes.
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Figura 44 - Corrente em funcgao do potencial aplicado para o ECV/MWCNT/poli-AF em presencga
de 0,1 umol L' de NADH. Condigoes utilizadas, tampao fosfato 0,1 mol L'1, pH 7,0.
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Fonte: Autor, 2011.

Para obter uma curva analitica para o sensor desenvolvido, amperogramas
para a oxidacdo de NADH foram realizados em diferentes concentragcdes em tampao
fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) e potencial aplicado de +0,200 V vs. Ag/AgCI (Figura 47).
Assim, o0 sensor amperométrico proposto mostrou uma faixa linear de resposta de
1,0 a 20,1umol L™ ,com um coeficiente de correlagdo de 0,997 para n = 20 (Figura

46), que pode ser expressa de acordo com Equacgao 14

AI/pA = 0,29 (+0,01) + 0,12 (+0,01)[NADH]/umolL~1(Equacio 14)
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Figura 45 - Medidas cronoamperométricas para a eletrooxidagio de NADH no
ECV/IMWCNT/poli-AF obtidas em tampao fosfato 0,1 mol L'em pH 7,0.
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 46 - Curva analitica para a eletrooxidagdo de NADH no ECV/MWCNT/poli-AF, em tampao
fosfato 0,1 mol L™ em pH 7,0 E.pjicaso= +0,2 V vs. Ag/AgCI.
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Fonte: Autor, 2011.
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Assim, esta sensibilidade de 0,29uA L pumol™ pode ser atribuida a eficiéncia
na transferéncia de elétrons (H’) entre a quinona e o NADH. Um limite de deteccao
de 92,7 nmol L™ foi determinado usando uma raz&o 3 o/b e limite de quantificagdo
de 0,03 umol L™ usando 10 o/b, sendo o 0 desvio padrio do valor médio para dez
amperogramas do branco e b o coeficiente angular da curva analitica, determinado

de acordo com as recomendagdes da IUPAC (Analytical Methods Commitee, 1987).

A resposta para este sensor foi rapida, alcangando um maximo em 0,2 s
como pode ser observado na Figura 45. Este tempo de resposta € muito curto,
considerando que o eletrodo utilizado é feito a base de nanotubos de carbono, onde
a difusdo das espécies deve ser mais dificultada. Sabe-se que uma condicéo para o
sensor responder é que haja difusdo da solugao através da plataforma, sendo que
esta etapa influi no tempo de resposta. Provavelmente, o procedimento usado para
construir o sensor fundamentado em MWCNT e poli-AF gerado in situ resultou num
sistema bem empacotado, tornando dificil a solugdo difundir profundamente através
da plataforma, e isso pode levar a uma resposta mais rapida, pois somente os sitios

superficiais devem contribuir para a resposta.

A Tabela 1 (pagina 39) lista alguns trabalhos reportados na literatura,
envolvendo eletrodos quimicamente modificados com varios mediadores, para a
deteccao de NADH, isto para fins de comparagcdo com os dados obtidos neste
trabalho. O sensor construido a base de acido ferulico e nanotubos de carbono
apresentou valores semelhantes ou melhores do que alguns trabalhos reportados,
obtendo assim um potencial de oxidagao para NADH menos positivo, uma boa
sensibilidade, e um limite de detecg¢ao baixo. Além disso, o sensor é construido de

forma simples e a matéria prima € disponivel comercialmente e de baixo custo.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho relata a construcdo de uma nova plataforma
nanoestruturada simples, fundamentada em nanotubos de carbono de paredes
multiplas funcionalizados com acido ferulico e ativada in situ. Este processo de
ativagao promove a formagao do par redox (quinona /hidroquinona), sendo uma

alternativa viavel para a determinagéo eletrocatalitica de NADH.

Os estudos eletrocataliticos e cinéticos do NADH por meio da
voltametria de disco rotatério empregando o sistema desenvolvido
ECV/IMWCNT/poli-AF comprovaram a eficiéncia deste sistema em mediar a

transferéncia de elétrons, envolvendo a molécula de NADH.

A plataforma nanoestruturada modificada pelo mediador poli-AF constitui
um excelente sistema para a elaboragao de sensores capazes de promover a
deteccdo de NADH, com étima sensibilidade e estabilidade, bem como um

tempo de resposta baixo.

A partir dos sensores desenvolvidos, foi possivel operar a célula
eletroquimica durante a eletrooxidagdo do NADH, aplicando potencial de
+0,200 V vs. Ag/AgCI para o sensor desenvolvido, 0 que amplia bastante a
possibilidade de uso destes sensores em amostras complexas, pois, neste
potencial, o sensor torna-se mais seletivo € muito menos sensivel a possiveis

interferentes.

A avaliagcdo dos parametros analiticos deste sensor mostrou que sao
otimos dispositivos para a determinacdo de NADH. Além disso, o sensor
desenvolvido apresenta-se como uma alternativa para o desenvolvimento de
biossensores com o emprego de enzimas NADH dependentes, uma vez que o
mediador possui grupos carboxilicos disponiveis para a formagao de ligacdes

covalentes com estas enzimas.
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